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Titel: Verfahren zur Effizienz-korrigierten Echt-Zeit Quantifizierung von Nukleinsauren 

Die vorliegende Erfindung stammt aus dem Gebiet der Quantifizierung von Nukleinsauren mit 
Hilfe von quantitativer Echtzeit PCR. 

Stand der Technik 

Verfahren zur Quantifizierung von Nukleinsauren sind auf verschiedenen Gebieten der Mole- 
kularbiologie und insbesondere fur die molekulare Diagnostik von Bedeutung. Auf DNA-Ebene 
werden derartige Verfahren beispielsweise zur Bestimmung von Kopienzahlen von im Genom 
amplifizierten Gensequenzen eingesetzt. Insbesondere finden Verfahren zur Quantifizierung von 
Nukleinsauren jedoch im Zusammenhang mit der Bestimmung von mRNA-Mengen Verwen- 
dung, weil diese in der Regel ein Mafi fur die Expression des jeweiligen codierenden Gens dar- 
stellen. 

Bei in hinreichender Menge zur Verfugung stehendem Probenmaterial kann eine Quantifizie- 
rung spezieller mRNAs mit konventionellen Verfahren, wie Northern Blot-Analyse- oder RNA- 
se-Protection-Assay- Verfahren durchgefuhrt werden. Diese Methoden sind jedoch bei nur in 
geringer Menge zur Verfugung stehendem Probenmaterial oder sehr schwach exprimierten Ge- 
nen nicht sensitiv genug. 

Eine wesentliche sensitivere Methode stellt allerdings die sogenannte RT-PCR dar. Bei diesem 
Verfahren wird ausgehend von der zu analysierenden mRNA zunachst eine einzelstrangige c- 
DNA mit Hilfe einer Reversen Transcriptase hergestellt. Anschliefiend wird mit Hilfe von PCR 
ein doppelstrangiges DNA-Amplifikationsprodukt erzeugt. 

Dabei sind zwei verschiedene Varianten zu unterscheiden: 

■ Bei der sogenannten relativen Quantifizierung wird das Verhaltnis der Expression einer be- 
stimmten Target-RNA relativ zu der Menge an RNA eines sogenannten Housekeeping-Gens 
bestimmt, von dem angenommen wird, dass es in alien Zellen unabhangig vom jeweiligen 
physiologischen Status konstitutiv exprimiert wird. Somit liegt die mRNA in alien Zellen in 



Roche Diagnostics GmbH - Neuanmeldung 5394/00/DE 



ungefahr gleicher Menge vor. 



Dies hat den Vorteil, dass unterschiedliche Ausgangsqualitaten verschiedener Probenmate- 
rialien und der Prozess der RNA-Praparation keinen Einfluss auf das bestimmte Ergebnis 
hat. Eine absolute Quantifizierung ist mit dieser Methode jedoch nicht moglich. 

■ Alternativ dazu kann die absolute Menge an eingesetzter RNA mit Hilfe von Standardnu- 
kleinsauren bekannter Kopienzahl und Amplifikation einer entsprechenden Verdlinnungs- 
reihe dieser Standardnukleinsaure bestimmt werden. Dabei sind zwei Alternativen moglich: 

Bei der Verwendung von externen Standards erfolgt die Amplifikation von Standard- und Tar- 
get-Nukleinsaure in getrennten Reaktionsgefafien. Dabei kann ein Standard mit identischer Se- 
quenz, wie die Target-Nukleinsaure verwendet werden. Bei dieser Art der Quantifizierung kon- 
nen jedoch systematische Fehler auftreten, falls die zu analysierende RNA-Praparation inhibito- 
rische Komponenten enthalt, die die Effizienz der sich anschliefienden PCR-Reaktion beein- 
trachtigen. Derartige Fehler konnen durch die Verwendung von internen Standards, d. h. Am- 
plifikation von Standard- und Target-Nukleinsaure in einem Reaktionsgefafi ausgeschlossen 
werden. Der Nachteil dieser Methode besteht jedoch darin, dass Standards verwendet werden 
miissen, die im Vergleich zur analysierten Target-Nukleinsaure unterschiedliche Sequenzen be- 
sitzen, um die Amplifikation von Standard- und Target-Nukleinsaure von einander unterschei- 
den zu konnen. Dies kann wiederum zu einem systematischen Fehler bei der Quantifizierung 
ftihren, da bei unterschiedlichen Sequenzen unterschiedliche Effizienzen der PCR- Amplifikation 
nicht ausgeschlossen werden konnen. 

Eine Quantifizierung von PCR-Produkten kann auf zwei prinzipiell unterschiedliche Arten er- 
folgen: 

a) Endpunkt-Bestimmung der Menge an entstandenem PCR-Produkt in der Plateau- Phase der 
Amplifikationsreaktion. 

Dabei korreliert die Menge an gebildetem PCR-Produkt nicht mit der Menge an initiell einge- 
setzter Kopienzahl, weil die Amplifikation der Nukleinsauren am Ende der Reaktion nicht 
mehr exponentiell erfolgt, sondern eine Sattigung erreicht. Demzufolge zeigen verschiedene 
initielle Kopienzahlen identische Mengen an entstandenem PCR-Produkt. Deshalb wird bei 
diesem Verfahren in der Regel die Methode der kompetitiven PCR bzw. der kompetitiven RT- 
PCR verwendet. Hierbei wird die spezifische Zielsequenz zusammen mit einer Verdiinnungs- 



reihe eines internen Standards bekannter Kopienzahl co-amplifiziert. Aus der Mischung mit 
identischer PCR-Produktmenge von Standard und Zielsequenz wird die initielle Kopienzahl 
der Zielsequenz extrapoliert. (Zimmermann et Mannhalter, BioTechniques 21:280 - 279, 
1996). Nachteil dieser Methode ist auch hier die Messung im Sattigungsbereich der Amplifika- 
tionsreaktion. 

b) Kinetische Echt-Zeit Quantifizierung in der exponentiellen Phase der PCR. 

Hierbei wird in jedem Zyklus der PCR die Entstehung von PCR-Produkten verfolgt. Die 
Messung der Amplifikation erfolgt dabei in der Regel in Thermozyklern, welche zusatzlich 
Mittel zur Messung von Fluoreszenzsignalen wahrend der Amplifikationsreaktion aufweisen. 
Ein typisches Beispiel hierfiir ist der Roche Diagnostics LightCycler (Cat. No. 2 011468). Die 
Amplifikationsprodukte werden beispielsweise durch Fluoreszenz-markierte Hybridisations- 
proben, die lediglich bei Bindung an die Target- Nukleinsaure Fluoreszenzsignale emittieren 
oder in bestimmten Fallen auch durch Doppelstrang-DNA bindende Fluoreszenzfarbstoffe 
detektiert. Ein definierter Signalschwellenwert wird fur alle analysierten Reaktionen festgelegt 
und die zur Erreichung des Schwellenwerts notwendige Zykluszahl Cp sowohl fur die Tar- 
getnukleinsaure als auch fur die Referenznukleinsauren wie Standard- bzw. Housekeeping- 
Gen bestimmt. Auf der Grundlage der fur die Target-Nukleinsaure sowie die Referenz- 
Nukleinsaure erhaltenen Cp-Werte konnen auf diese Weise entweder absolute oder relative 
Kopienzahlen des Targetmolekuls bestimmt werden (Gibson et al., Genome Research 6: 995 
- 1001, 1996; Bieche et al., Cancer Research 59:2759 - 2765, 1999; WO 97/46707; WO 
97/46712; WO 97/46714). 

Zusammengefasst erfolgt bei alien beschriebenen Verfahren die Quantifizierung einer Nuklein- 
saure uber PCR immer mittels des Bezugs der wahrend der Amplifikationsreaktion entstandenen 
Kopienzahl auf die entstandene Kopienzahl einer Referenznukleinsaure, bei der es sich entweder 
um einen Standard oder um die RNA eines Houskeeping Gens handelt. Dabei wird angenom- 
men, dass sich die PCR-Effizienz von Ziel- und Referenznukleinsaure nicht unterscheiden. 

Im Allgemeinen wird eine PCR-Effizienz von 2,00 angenommen, die einer Verdoppelung der 
Kopienzahl pro PCR-Zyklus entspricht (User Bulletin No. 2 ABI Prism 7700, PE Applied Biosy- 
stems, 1997) 

Es hat sich jedoch herausgestellt, dass eine reale PCR-Effizienz aber verschieden von 2,00 sein 
kann, da sie von verschiedenen Faktoren wie beispielsweise Bindung der Primer, Lange des PCR- 



Produktes, G/C-Gehalt und Sekundarstrukturen der zu amplifizierenden Nukleinsaure sowie 
von aufgrund der Probenvorbereitung im Reaktionsgemisch moglicherweise enthaltenen Inhi- 
bitoren beeinflusst wird. Dies betrifft insbesondere auch zu bei der Verwendung von heterologen 
Referenznukleinsauren, wie z. B. bei der relativen Quantifizierung im Vergleich zur Expression 
von Housekeeping-Genen. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war deshalb die Bereitstellung von Methoden zur Quantifi- 
zierung von Nukleinsauren, welche die genannten Nachteile des Stands der Technik iiberwindet. 
Insbesondere war es Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Verfahren zur Quantifizierung von 
Nukleinsauren bereitzustellen, bei denen die Quantifizierung einer Target-Nukleinsaure unab- 
hangig von den Amplifikationseffizienzen von Target-Nukleinsaure und Referenznukleinsaure 
erfolgt. 

Kurzbeschreibung der Erfindung 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemafi gelost durch ein Verfahren zur Quantifizierung einer Tar- 
get-Nukleinsaure in einer Probe, umfassend die folgenden Schritte: 

a) Bestimmung der Amplifikationseffizienz der Target-Nukleinsaure unter definierten Bedin- 
gungen. 

b) Amplifikation der in der Probe enthaltenen Target-Nukleinsaure unter den gleichen Reakti- 
onsbedingungen. 

c) Messung der Amplifikation in Echt-Zeit 

d) Quantifizierung der ursprunglichen Menge der Target-Nukleinsaure in der Probe durch 
Korrektur der aus Schritt c) abgeleiteten ursprunglichen Menge mit Hilfe der bestimmten 
Amplifikationseffizienz. 

Erfindungsgemafi ist dieses Verfahren sowohl fur relative Quantifizierung im Vergleich zur Ex- 
pression von Housekeeping Genen als auch fur absolute Quantifizierung einsetzbar. 

Eine erster Aspekt der Erfindung bezieht sich deshalb auf ein Verfahren zur Quantifizierung ei- 
ner Target-Nukleinsaure in einer Probe relativ zu einer Referenz-Nukleinsaure, umfassend die 
folgenden Schritte: 



a) Bestimmung der Amplifikationseffizienzen der Target-Nukleinsaure und der Referenz- 
Nukleinsaure unter definierten Amplifikationsbedingungen 

b) Amplifikation sowohl der in der Probe enthaltenen Target-Nukleinsaure als auch der in der 
Probe enthaltenen Referenz-Nukleinsaure unter den gleichen definierten Amplifikationsbe- 
dingungen 

c) Messung der Amplifikation der Target-Nukleinsaure und der Referenz-Nukleinsaure in 
Echtzeit 

d) Berechnung des ursprunglichen Verhaltnisses von Target-Nukleinsaure und Referenz- 
Nukleinsaure in der Probe durch Korrektur des aus Schritt c) abgeleiteten Verhaltnisses mit 
Hilfe der in Schritt a) bestimmten Amplifikationseffizienzen 

Ein zweiter Aspekt der vorliegenden Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Quantifizie- 
rung einer Target-Nukleinsaure in einer Probe, umfassend die folgenden Schritte: 

a) Bestimmung der Amplifikationseffizienzen der Target-Nukleinsaure sowie eines internen 
oder externen Standards unter definierten Amplifikationsbedingungen 

b) Amplifikation der in der Probe enthaltenen Target-Nukleinsaure sowie des internen oder 
externen Standards unter den gleichen definierten Reaktionsbedingungen 

c) Messung der Amplifikation von Target-Nukleinsaure und Standard in Echtzeit 

d) Berechnung der ursprunglichen Kopienzahl in der Probe durch durch Korrektur der aus 
Schritt c) abgeleiteten Kopienzahl mit Hilfe der in Schritt a) bestimmten Amplifikationseffi- 
zienzen 

Bei alien Verfahren erfolgt die Bestimmung von Amplifikationseffizienzen vorzugsweise da- 
durch, dass 

a) eine Verdunnungsreihe der Nukleinsaure hergestellt wird 

b) eine Amplifikation der Nukleinsaure unter definiereten Reaktionsbedingungen ge- 
mafi A, wobei die Amplifikation der Nukleinsaure in Echtzeit gemessen wird 

c) ein definierter Signalschwellenwert festgesetzt wird 

d) fur jede Verdunnung die Zykluszahl bestimmt wird, bei der der Signalschwellenwert 
uberschritten wird, 

e) ausgehend von den bestimmten Zykluszahlen die Amplifikationseffizienz berechnet 
wird. 
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Detaillierte Beschreibung der Erfindung 

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zur Quantifizie- 
rung einer Target-Nukleinsaure in einer Probe, umfassend die folgenden Schritte: 

5 

a) Bestimmung der Amplifikationseffizienz der Target-Nukleinsaure unter definierten Bedin- 
gungen. 

b) Amplifikation der in der Probe enthaltenen Target-Nukleinsaure unter den gleichen Reakti- 
onsbedingungen. 

10 c) Messung der Amplifikation in Echt-Zeit 

d) Quantifizierung der ursprunglichen Menge der Target-Nukleinsaure in der Probe durch 
Korrektur der aus Schritt c) abgeleiteten ursprunglichen Menge mit Hilfe der bestimmten 
Amplifikationseffizienz. 

15 Die Bedeutung einer Effizienzkorrektur wird durch eine Fehlerberechnung deutlich. In Tabelle 1 
ist die theoretische Berechnung des durchschnittlichen prozentualen Fehlers der ermittelten Ko- 
pienzahl bei von 2,00 verschiedenen Amplifikationseffizienzen in Abhangigkeit von der jeweili- 
gen Zykluszahl dargestellt. Die Fehlerberechnung erfolgte nach der Formel 

20 Prozentualer Fehler = (2 n /E n -l)xl00 

wobei E die Effizienz der Amplifikation ist und n die jeweilige Zykluszahl ist, bei der der pro- 
zentuale Fehler bestimmt wird. 



\ Tabelle 1: 



Detektion Zyklus (n) 
PCR Effizienz (E) 


10 


15 


20 


25 


30 


35 


2.00 














1.97 


16% 


25% 


35% 


46% 


57% 


70% 


1.95 


29% 


46% 


66% 


88% 


113% 


142% 


1.90 


67% 


116% 


179% 


260% 


365% 


500% 


1.80 


187% 


385% 


722% 


1290% 


2260% 


3900% 


1.70 


408% 


1045% 


2480% 


5710% 


13.000% 


29.500% 


1.60 


920% 


2740% 


8570% 


26.400% 


80.700% 


246.400% 
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Die Bestimmung der Amplifikationseffizienz kann durch verschiedene Verfahren, beispielsweise 
durch Ermittlung einer Funktion bestimmt werden, bei der das gemessene Signal hinsichtlich der 
Amplifikation der Target-Nukleinsaure in Abhangigkeit von der Zykluszeit bestimmt wird. 

Vorzugsweise wird die Amplifikationseffizienz bestimmt durch ein Verfahren, bei dem 

a) eine Verdunnungsreihe der Target-Nukleinsaure hergestellt wird 

b) eine Amplifikation der Target-Nukleinsaure unter definiereten Reaktionsbedingungen 
gemafi Anspruch 1 durchgefuhrt wird, wobei die Amplifikation der Nukleinsaure in 
Echtzeit gemessen wird 

c) ein definierter Signalschwellenwert festgesetzt wird 

d) fur jede Verdunnung die Zykluszahl Cp bestimmt wird, bei der der Signalschwellenwert 
iiberschritten wird 

e) Eine logarithmisch lineare Funktion der fur die Amplifikation eingesetzten Kopienzahl 
an Target Nukleinsaure in Abhangigkeit von der Zykluszahl, bei der Signalschwellenwert 
iiberschritten wird, erstellt wird, und 

f) Die Amplifikationseffizienz E berechnet wird nach 

E = G" a 

wobei a ermittelt wird als erste Ableitung der in Schritt e) ermitteiteten Funktion 
und G die Grundzahl des Logarithmus ist. 

In ahnlicher Weise kann die Amplifikationseffizienz auch durch ein Verfahren bestimmt werden, 
bei dem 

a) eine Verdunnungsreihe der Target-Nukleinsaure hergestellt wird 

b) eine Amplifikation der Target-Nukleinsaure unter definiereten Reaktionsbedingun- 
gen gemafi Anspruch 1 durchgefuhrt wird, wobei die Amplifikation der Nukleinsaure 
in Echtzeit gemessen wird 

c) ein definierter Signalschwellenwert festgesetzt wird 

d) fur jede Verdunnung die Zykluszahl Cp bestimmt wird, bei der der Signalschwellen- 
wert iiberschritten wird, 

e) Eine lineare Funktion der in Schritt d) ermittelten Zykluszahl in Abhangigkeit von 
einem Logarithmus der fur die Amplifikation eingesetzten Kopienzahl an Target Nu- 
kleinsaure, erstellt wird, und 

f) Die Amplifikationseffizienz E berechnet wird nach 



wobei a ermittelt wird als erste Ableitung der in Schritt e) ermittelteten Funktion ist 
und G die Grundzahl des Logarithmus ist 

Beide bevorzugten Verfahrensweisen haben den Vorteil, dass kein systematischer Fehler dadurch 
auftreten kann, dass eine die Bestimmung der Amplifikationseffizienz in einer Phase der PCR- 
Reaktion erfolgt, bei der keine exponentielle Vermehrung der Target-Nukleinsaure mehr statt- 
findet (Plateau-Phase). 

Allerdings hat sich unerwartet herausgestellt, dass bei unter bestimmten Umstanden die Ampli- 
fikationseffizienz auch von der ursprunglichen Menge an Target-Nukleinsaure abhangig sein 
kann oder sich wahrend der ersten Zyklen einer noch in der exponentiellen Phase befindlichen 
Amplifikationsreaktion andert. Gegenstand der Erfindung sind somit auch Verfahren zur Effizi- 
enz-korrigierten Quantifizierung von Nukleinsauren, bei denen die Effizienz der Amplifikation 
dadurch bestimmt wird, dass 

a) eine Verdunnungsreihe der Target-Nukleinsaure hergestellt wird 

b) eine Amplifikation der Target-Nukleinsaure unter definierten Reaktionsbedin- 
gungen gemafi Anspruch 1 durchgefuhrt wird, wobei die Amplifikation der Nu- 
kleinsaure in Echtzeit gemessen wird 

c) ein definierter Signalschwellenwert festgesetzt wird 

d) fur jede Verdunnung die Zykluszahl Cp bestimmt wird, bei der der Signalschwel- 
lenwert iiberschritten wird, und 

e) die Amplifikationseffizienz in Abhangigkeit von der Menge an Target- 
Nukleinsaure bestimmt wird. 

Dies kann vorzugsweise durch Ableitung einer stetig differenzierbaren Funktion F(Cp) der Cp- 
Werte in Abhangigkeit von der urspriinglich eingesetzten Kopienzahl oder umgekehrt erfolgen. 

Beispielsweise kann die Funktion F(Cp) = log (Konzentration der urspriinglich eingesetzten Ko- 
pienzahl) durch mathematische Algorithmen wie einen polynomischen Fit hoherer Ordnung 
normalisiert werden. Die Amplifikationseffizienz E kann dann bestimmt werden nach der Glei- 
chung 



£ _ q -dF(Cp)/dCp 

wobei dF/(Cp) die Ableitung der stetigen Funktion und G die Grundzahl des Logarithmus ist. 
Ein polynomischer Fit 4. Ordnung hat sich im Rahmen der Erfindung als besonders geeignet 
herausgestellt. 

Das erfindungsgemafie Verfahren der Effizienz-korrigierten Quantifizierung von Nukleinsauren 
kann prinzipiell sowohl fur Verfahren der absoluten Quantifizierung als auch fur Verfahren der 
relativen Quantifizierung eingesetzt werden. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung im Zusammenhang mit relativer Quantifizierung ist 
deshalb zunachst auch ein Verfahren zur Quantifizierung einer Target-Nukleinsaure in einer 
Probe relativ zu einer Referenz-Nukleinsaure, umfassend die folgenden Schritte: 

a) Bestimmung der Amplifikationseffizienzen der Target-Nukleinsaure und der Refe- 
renz-Nukleinsaure unter definierten Amplifikationsbedingungen 

b) Amplifikation sowohl der in der Probe enthaltenen Target-Nukleinsaure als auch der 
in der Probe enthaltenen Referenz-Nukleinsaure unter den gleichen definierten Am- 
plifikationsbedingungen 

c) Messung der Amplifikation der Target-Nukleinsaure und der Referenz-Nukleinsaure 
in Echtzeit 

d) Berechnung des ursprunglichen Verhaltnisses von Target-Nukleinsaure und Refe- 
renz-Nukleinsaure in der Probe durch Korrektur des aus Schritt c) abgeleiteten Ver- 
haltnisses mit Hilfe der in Schritt a) bestimmten Amplifikationseffizienzen 

Ein derartiges erfindungsgemafies Verfahren eliminiert einerseits den Einflufi von in der unter- 
suchten Probe moglicherweise enthaltenen Inhibitoren und korrigiert andererseits Fehler, die 
aufgrund der unterschiedlichen Amplifikationseffizienz von Target-Nukleinsaure und Referenz- 
Nukleinsaure auftreten konnen. 

Vorteilhafterweise werden die Schritte b) bis d) in einem parallelen Ansatz mit einer sogenann- 
ten Kalibratorprobe durchgefuhrt. Bei der Kalibratorprobe handelt es sich um eine Probe, bei 
der Target-Nukleinsaure und Referenz-Nukleinsaure in einem bestimmten, fur jede Messung 
konstantem Verhaltnis zueinander vorliegen. Anschliefiend wird das Verhaltnis der fur die Probe 
und fur die Kalibrator-Probe ermittelten Quotienten als Mafi fur die urspriingliche Menge an 
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Target-Nukleinsaure in der Probe bestimmt. Dies hat den Vorteil, dass zusatzlich weitere syste- 
matische Fehler eliminiert werden, die auf einer unterschiedlichen Detektionssensitivitat von 
Target-Nukleinsaure und Referenz-Nukleinsaure beruhen. Derartige systematische Fehler kon- 
nen beispielsweise auftreten durch unterschiedliche Hybridisationseigenschaften der Hybridisa- 
tionssonden, oder - bei Fluoreszenzmarkierten Sonden - unterschiedliche Anregungseffizienz, 
Quantenausbeute, oder Kopplungseffizienz des Farbstoffes an die Sonde. Deshalb mussen die zu 
testende Probe und Kalibratorprobe fur jedes Experiment mit den gleichen Detektionsmitteln, 
d.h. mit der gleichen Charge von Fluoreszenz-markierten Hybridisationssonden analysiert wer- 
den. 



Eine besondere Ausfuhrungsform der erfindungsgemafien relativen Quantifizierung ist ein 
Verfahren zur Quantifizierung einer Target-Nukleinsaure in einer Probe relativ zu einer Refe- 
1 renz-Nukleinsaure, umfassend die folgenden Schritte: 



a) Bestimmung der Amplifikationseffizienzen der Target-Nukleinsaure und der Refe- 
renz-Nukleinsaure unter definierten Amplifikationsbedingungen 

b) Amplifikation sowohl der in der Probe enthaltenen Target-Nukleinsaure als auch der 
in der Probe enthaltenen Referenz-Nukleinsaure unter den gleichen definierten Am- 
plifikationsbedingungen 

c) Messung der Amplifikation der Target-Nukleinsaure und der Referenz-Nukleinsaure 
in Echtzeit 

d) Festlegung eines definierten Signalschwellenwerts 

e) Bestimmung der Zykluszahlen bei der Amplifikation von Target-Nukleinsaure und 
Referenz-Nukleinsaure, bei denen der Signalschwellenwert jeweils iiberschritten wird 

f) Berechnung des ursprunglichen Verhaltnisses von Target-Nukleinsaure und Refe- 
renz-Nukleinsaure in der Probe gemafi der Formel 



N(T) 0 / N(R ) 0 = E(R ) n(R) / E(T) n(T) , wobei 



N(T) 0 = die ursprunglich in der Probe vorhandene Menge an Target-DNA 

N(R ) 0 = die ursprunglich in der Probe vorhandene Menge an Referenz-DNA 

E(R ) = die Amplifikationseffizienz der Referenz-Nukleinsaure 

n(R ) = die in Schritt e) gemessene Zykluszahl der Referenz-Nukleinsaure 

E(T) = die Amplifikationseffizienz der Target-Nukleinsaure 

n(T) = die in Schritt e) gemessene Zykluszahl der Target-Nukleinsaure ist 
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Vorteilhafterweise werden zur Eliminierung systematischer Fehler aufgrund der Detektion der 
Amplifikationsprodukte bei dieser Ausfuhrungsform zusatzlich die Schritte b), c) e) und f) mit 
einer Kalibrator-Probe durchgefuhrt und anschlieSend das Verhaltnis der fur die Probe und fur 
5 die Kalibrator-Probe ermittelten Quotienten als Mafi for die urspriingliche Menge an Target- 
Nukleinsaure in der Probe bestimmt. 



Die Berechnung des ermittelten Verhaltnisses in Schritt f) ergibt sich erfindungsgemafi wie folgt: 



10 N(T)„ = N(T) 0 xE(T) n(T) (1) 
N(R)„ = N(R) 0 x E(R) n(R) (2) 

^ 1 wobei N(T) n = Menge an Target-DNA am Signalschwellenwert 

und N(R) n = Menge an Referenz-DNA am Signalschwellenwert 

15 

Aus(l)und(2) folgt: 

N(T) n = N(T) 0 xE(T) nW (3) 
N(R) n N(R) 0 xE(R) n(R) 

20 Daraus folgt: 



N(T) 0 = N(T) n xE(R) nw 
— ~ N(R) n xE(T)^> 

l £t Aufgrund der Tatsache, dass ein identischer Signalschwellenwert ftir Target-Nukleinsaure und 
Referenz-Nukleinsaure festgelegt wird, ist approximativ davon auszugehen, dass 



N(T)„ = N(R) n ist. 
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Unter dieser Voraussetzung ergibt sich dann ausgehend von Gleichung (4) fur das ursprungliche 
Verhaltnis von Target-Nukleinsaure und Referenz-Nukleinsaure die Gleichung 

N(T) 0 / N(R ) 0 = E(R ) n(R ) I E(T) n(T) ( 5 > 

Die approximative Annahme gilt jedoch dann nicht, wenn die Target-Nukleinsaure und Refe- 
renz-Nukleinsaure mit unterschiedlichen Sensitivitaten detektiert werden. Erfindungsgemafi ist 
es deshalb besonders vorteilhaft, in einem Paralellansatz eine Kalibratorprobe zu vermessen und 
als Mafi fur die ursprungliche Menge an Target-Nukleinsaure in der Probe das Verhaltnis der fur 
die Probe und fur die Kalibrator-Probe ermittelten Quotienten N(T) 0 / N(R ) 0 zu bestimmen. 

Dabei ergibt sich aus Gleichung (4) unter Verwendung der Indices 
a fur zu analysierende Probe, und 
k fur Kalibratorprobe: 



Nm^xEfRY 



nA(Kj 



NdDnAxECT)"* 7 * 
N(T) 0A / N(T) 0K 



N(R) 0A / N(R) 0K 



N(T) ny xE(R) Dlc(R) 



(6) 



\T/r>\ i->/ r r , \nK(T) 

Aufgrund der Tatsache, dass fur die zu analysierende Probe und fur die Kalibratorprobe ein 
identischer Signalschwellenwert festgesetzt ist und durch die Verwendung identischer Mittel zur 
Detektion von Target- und Referenz-Amplicons in der Probe und in der Kalibratorprobe ergibt 
sich fur das Verhaltnis des fur die Probe und fur die Kalibratorprobe ermittelten Quotienten: 

N(TU / N(T) nK =1 
N(R)nA / N(R) 



nK 



Daraus ergibt sich fur das Verhaltnis der Quotienten aus zu analysierender Probe und Kalibra- 
torprobe: 



N(T) 0A /N(T)ok 

/ - F /p^nACR) -nK(R) X- p / T xnK(T)-nA(T) 

N(R) 0A / N(R) 0K " E(R) E(T) (7) 
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Folglich kann auf diese Weise ein relativer Wert fur die urspriingliche Kopienzahl an Target- 
Nukleinsaure in der Probe erhalten werden, bei dem sowohl systematische Fehler aufgrund von 
verschiedenen Amplifikationseffizienzen als auch aufgrund von unterschiedlich Detektionssen- 
sitivitaten eliminiert worden sind. Einzige Voraussetzung fur die Richtigkeit des ermittelten 
Wertes ist die begrlindete Annahme, dass bei absolut identischen Pufferbedingungen die Ampli- 
fikations- und Detektionseffizienzen in verschiedenen ReaktionsgefaSen ebenfalls identisch sind. 

Eine Voraussetzung alien erfindungsgemafien Verfahren zur relativen Quantifizierung ist, dass 
sowohl die Amplifikationseffizienz der Target-Nukleinsaure als auch die Amplifikationseffizienz 
der Referenz-Nukleinsaure bestimmt werden. Diese Bestimmungen erfolgen beide bevorzugt 
nach dem oben beschriebenen Verfahren durch Bestimmung einer Zykluszahl, bei der ein be- 
stimmter Signalschwellenwert uberschritten wird. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der relativen Quantifizierung wird die Probe in zwei Ali- 
quots aufgeteilt und die Echtzeit Messung der Amplification von Target-Nukleinsaure und Refe- 
renz-Nukleinsaure erfolgt in getrennten Reaktionsgefafien. Dadurch wird verhindert, dass sich 
die Amplifikationsreaktionen von Target-Nukleinsaure und Referenznukleinsaure hinsichtiich 
ihrer Effizienz beispielsweise durch Kompetition um Deoxynuleotide oder Taq-Polymerase ge- 
genseitig beeinflussen. Daruber hinaus konnen Target-Nukleinsaure und Referenz-Nukleinsaure 
mit den gleichen Detektionssystemen, beispielsweise mit dem gleichen DNA-Bindefarbstoff 
nachgewiesen werden. 

Alternativ kann die Echtzeit Messung der Amplification von Target-Nukleinsaure und Referenz- 
Nukleinsaure aus einer Probe im gleichen ReaktionsgefaS mit unterschiedlich markierten Hybri- 
disationssonden erfolgen. Dies ist insbesondere bei nur geringen Mengen an zur Verfugung ste- 
hendem Probenmaterial von Vorteil, weil auf diese Weise wird die Anzahl der erforderlichen 
PCR-Reaktionen halbiert wird. 

Soil die absolute Menge an nachzuweisender Target-Nukleinsaure in einer Probe bestimmt wer- 
den, so besteht das Verfahren zur Quantifizierung einer Target-Nukleinsaure in einer Probe 
erfindungsgemafi aus folgenden Schritten 

a) Bestimmung der Amplifikationseffizienzen der Target-Nukleinsaure sowie eines 
internen oder externen Standards unter definierten Amplifikationsbedingungen 
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b) Amplifikation der in der Probe enthaltenen Target-Nukleinsaure sowie des inter- 
nen oder externen Standards unter den gleichen definierten Reaktionsbedingun- 
gen 

c) Messung der Amplifikation von Target-Nukleinsaure und Standard in Echtzeit 

d) Berechnung der ursprunglichen Kopienzahl in der Probe durch durch Korrektur 
der aus Schritt c) abgeleiteten Kopienzahl mit Hilfe der in Schritt a) bestimmten 
Amplifikationseffizienzen 

Vorteilhafterweise sind die Sequenzen von Target-Nukleinsaure und Standard weitgehend iden- 
tisch. Bei der Auswahl der Sequenz fur einen internen Standards mufi jedoch berucksichtigt wer- 
den, dass Standard und Target-Nukleinsaure mit Hilfe des zur Verfugung stehenden Detekti- 
onssystems voneinander unterschieden werden konnen. Dies kann beispielsweise mit unter- 
schiedlich markierten Hybridisationssonden fur den Nachweis von Target-Nukleinsaure und 
internem Standard erfolgen. Idealerweise werden dabei Oligonukleotide als Detektionssonden 
verwendet, mit deren Hilfe minimale Sequenzunterschiede wie Punktmutationen voneinander 
unterschieden werden konnen. 

Die Verwendung eines internen Standards hat dabei den Vorteil, dass in der Probe befindliche 
Inhibitoren ebenfalls die Amplifikation des Standards beeinflussen. Deshalb konnen Amplifika- 
tionseffizienz-Unterschiede minimiert werden. 

Die Verwendung eines externen Standards hat dagegen den Vorteil, dass sich die Amplifikations- 
reaktionen von Target-Nukleinsaure und Standard nicht gegenseitig in kompetitiver Weise hin- 
sichtlich ihrer Effizienz beeinflussen konnen. Daruber hinaus konnen die Amplifikationspro- 
dukte von Standard und Target-Nukleinsaure in Parallelansatzen mit Hilfe des gleichen Detekti- 
onssystems, beispielsweise mit der gleichen Hybridisationssonde nachgewiesen werden. Nachteil 
sind hier mogliche unterschiedliche PCR-Effizienzen, bedingt durch Inhibitoren in der Probe. 
Dadurch bedingte Fehler in der Quantiifizierung konnen durch das im Folgenden beschriebene 
Verfahren eliminiert werden: 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform zur absoluten Quantifizierung einer Target- 
Nukleinsaure in einer Probe umfafit das erfindungsgemafie Verfahren die folgenden Schritte: 
a) Bestimmung der Amplifikationseffizienzen der Target-Nukleinsaure sowie eines 
internen oder externen Standards unter definierten Amplifikationsbedingungen 
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b) Amplifikation der in der Probe enthaltenen Target-Nukleinsaure sowie des inter- 
nen oder externen Standards unter den gleichen definierten Reaktionsbedingun- 
gen 

c) Messung der Amplifikation von Target-Nukleinsaure und Standard in Echtzeit 

d) Festlegung eines definierten Signalschwellenwerts 

e) Bestimmung der Zykluszahlen bei der Amplifikation von Target-Nukleinsaure 
und Standard, bei denen der Signalschwellenwert jeweils iiberschritten wird 

f) Bestimmung der ursprungliche Kopienzahl N(T)o der Target-Nukleinsaure in der 
Probe nach der Formel 

N(T) 0 = N(S) 0 *E(S) n(S) /E(T) n(T) (8) wobei 

N(S)o = die ursprungliche Menge eingesetztem Standard 

E(S) = die Amplifikationseffizienz des Standards 

n(S) = die in Schritt e) gemessene Zykluszahl des Standards 

E(T) = die Amplifikationseffizienz des Standards 

n(T) = die in Schritt e) gemessene Zykluszahl der Target-Nukleinsaure ist 

Analog zur relativen Quantifizierung erfolgt dabei die Bestimmung der Amplifikationseffizien- 
zen von Target-Nukleinsaure und internem Standard bevorzugt wie beschrieben durch Bestim- 
mung einer Zykluszahl, bei der ein bestimmter Signalschwellenwert iiberschritten wird. 

Die Berechnung von N(T) 0 ergibt sich erfindungsgemafi wie folgt: 

N(T) n = N(T) 0 *E(T) n(T) 
und 

N(S) n = N(S) 0 * E(S) n(s) 

Aufgrund der Tatsache, dass ein identischer Signalschwellenwert fur Target- und Standard- 
Nukleinsaure festgelegt wird, ergibt sich approximativ: 

N(T) n = N(S) n , 



Somit berechnet sich die ursprunglich in der Probe vorliegende Kopienzahl der Target- 
Nukleinsaure nach der Gleichung 
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N(T) 0 = N(S) 0 *E(S) n(S) /E(T) n(T) (8) 

Gegenstand der Erfindung sind insbesondere solche Ausfuhrungsformen der beschriebenen 
Verfahren zur Effizienz-korrigierten Quantifizierung von Nukleinsauren, bei denen die Amplifi- 
kationsprodukte durch Hybridisationssonden detektiert werden, die auf viele unterschiedliche 
Arten mit einer detektierbaren Komponente markiert sein konnen. 

Voraussetzung sowohl fur die Effizienz-korrigierte Bestimmung der ursprunglichen Menge einer 
Target-Nukleinsaure als auch fur die Bestimmung der Amplifikationseffizienzen an sich ist die 
Festlegung von Signalschwellenwerten sowie die anschliefiende Bestimmung einer Zykluszahl der 
jeweiligen Amplifikationsreaktion, bei der ein bestimmter Signalschwellenwert erreicht wird. Die 
Festlegung des Signalschwellenwertes kann dabei gemafi dem Stand der Technik auf verschiede- 
ne Arten erfolgen: 

Gemafi dem Stand der Technik kann der Signalschwellenwert beispielsweise ein Signal sein, wel- 
ches einem bestimmten Vielfachen der statistischen Varianz des Backgroundsignals entspricht 
(ABI Prism 7700 Application manual, Perkin Elmer). 

Alternativ kann die Bestimmung der Zykluszahl, bei der der Signalschwellenwert uberschritten 
wird nach der sogenannten „Fit Point above Threshold" Methode erfolgen (LightCycler Opera- 
tor's Manual, B59-B68, Roche Molecular Biochemicals, 1999). 

In einer weiteren Ausfuhrungsform kann der Schwellenwert nicht als absoluter Wert, sondern als 
relativer Wert definiert werden, wenn unabhangig vom absoluten Signalwert der Verlauf der 
Amplifikationsreaktion in Abhangigkeit von der Zykluszahl bestimmt wird und anschliefiend 
eine n-te Ableitung berechnet wird. Wobei In diesem Fall kann das Oberschreiten bestimmter 
Extrema als Oberschreiten eines bestimmten Signalsschwellenwertes definiert werden. (EP- 
Anmelde-Nr. 00106523.4). Diese Art der Schwellenwertfestlegung ist also unabhangig von der 
absoluten Signalstarke beispielsweise eines Fluoreszenzsignals. Deshalb ist sie besonders geeignet 
diejenigen Ausfuhrungsformen, bei denen Target-Nukleinsaure und Referenz-Nukleinsaure im 
selben Reaktionsgefafi amplifiziert werden und mit Hilfe verschiedener Fluoreszenzmarkierun- 
gen detektiert werden. Als besonders geeignet haben sich im Zusammenhang mit der Efffizienz- 
korrigierten Quantifizierung von PCR-Produkten Verfahren erwiesen, bei denen das Maximum 
der 2. Ableitung als Mafi fur den Signalschwellenwert bestimmt wird. 
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Bei den fur die erfindungsgemafien Verfahren einzusetzenden Hybridisationssonden handelt es 
sich in der Regel um einzelstrangige Nukleinsauren wie einzelstrangige DNA oder RNA bzw. 
deren Derivate oder alternativ auch PNAs, die bei der Annealing Temperatur der Amplifikati- 
onsreaktion mit der Target-Nukleinsaure hybridisieren. Oblicherweise haben diese Oligonu- 
kleotide eine Lange von 20 bis 100 Nukleotiden. 

Die Markierung kann abhangig vom genauen Detektionsformat an jeder beliebigen Ribose- oder 
Phosphatgruppe des Oligonukleotids eingefuhrt werden. Bevorzugt sind Markierungen am 5' 
und 3' Ende des Nukleinsauremolekuls. 

Die Art der Markierung mufi im Echtzeit-Modus der Amplifikationsreaktion detektierbar sein. 
Dies ist beispielsweise prinzipiell auch (aber nicht nur) moglich mithilfe von Markierungen, die 
nach dem Prinzip der NMR detektierbar sind. 

Besonders bevorzugt sind Verfahren, bei denen die Detektion der amplifizierten Nukleinsauren 
mit Hilfe von mindestens einer Fluoreszenz-markierten Hybridisationssonde erfolgt. 

Dabei sind viele verschiedene Testfuhrungen moglich. Als besonders geeignet in Zusammenhang 
mit der vorliegenden Erfindung haben sich die folgenden drei Formate erwiesen: 

a) FRET-Hybridisationssonden 

Fur dieses Testformat werden 2 einzelstrangige Hybridisationssonden gleichzeitig verwendet, die 
komplementar zu benachbarten Stellen desselben Strangs der amplifizierten Target- 
Nukleinsaure sind. Beide Sonden sind mit unterschiedlichen Fluoreszenzkomponenten mar- 
kiert. Bei Anregung mit Licht einer geeigneten Wellenlange einer ersten Komponente iibertragt 
diese nach dem Prinzip des Fluoreszenzresonanzenergietransfers die absorbierte Energie auf die 
zweite Komponente, sodass bei Bindung beider Hybridisationsproben an benachbarte Positio- 
nen des nachzuweisenden Target-Molekuls eine Fluoreszenzemissionmission der zweiten Kom- 
ponente gemessen werden kann. 

Alternativ konnen ein Fluoreszenz-markierter Primer und nur eine markierte Oligonukleo- 
tidsonde verwendet werden (Bernard et al., Analytical Biochemistry 235, p. 1001-107 (1998)). 

b) TaqMan-Hybridisationssonden 
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Eine einzelstrangige Hybridsidisationssonde wird mit 2 Komponenten markiert. Bei Anregung 
der ersten Komponente mit Licht einer geeigneten Wellenlange wird nach dem Prinzip des Fluo- 
reszenz-Resonanzenergietransfers die absorbierte Energie auf die zweite Komponente, den soge- 
nannten Quencher ubertragen. Wahrend des Annealing Schrittes der PCR Reaktion bindet die 
Hybridisationssonde an die Target-DNA und wird wahrend der sich anschliefienden Elongati- 
onsphase durch die 5'-3 l Exonuklease-Aktivitat der Taq-Polymerase degradiert. Dadurch werden 
die angeregte Fluoreszenzkomponente und der Quencher raumlich voneinander getrennt, sodass 
eine Fluoreszenzemission der ersten Komponente in gemessen werden kann. 

c) Molecular Beacons 

Diese Hybridisationssonden sind ebenfalls mit einem einer ersten Komponente und einem 
Quencher markiert, wobei sich die Markierungen vorzugsweise an den beiden Enden der Sonde 
befinden. In Losung befinden sich beide Komponenten aufgrund der Sekundarstruktur der Son- 
de in raumlicher Nahe zueinander. Nach Hybridisierung an die Target-Nukleinsaure werden 
beide Komponenten von einander getrennt, sodass nach Anregung mit Licht einer geeigneten 
Wellenlange die Fluoreszenzemission der ersten Komponente gemessen werden kann (Lizardi et 
al.,US 5,118,801). 

In den beschriebenen Ausfuhrungsformen, bei denen in jeweils einem Reaktionsgefafi entweder 
nur die Target-Nukleinsaure oder nur die Referenz-Nukleinsaure oder ein externer Standard 
amplifciert wird, kann das jeweilige Amplifikationsprodukt erfindungsgemafi auch durch einen 
DNA-Bindefarbstoff nachgewiesen werden, welcher bei Interaktion mit doppelstrangiger Nu- 
kleinsaure nach Anregung mit Licht einer geeigneten Wellenlange ein entsprechendes Fluores- 
zenzsignal emmitert. AJs besonders geeignet fur diese Anwendung haben sich die Farbstoffe 
SybrGreen und SybrGold (Molecular Probes) erwiesen. Alternativ konnen auch interkalierende 
Farbstoffe verwendet werden. 

Gegenstand der Erfindung sind aufierdem auch Kits, die entsprechende Mittel zur Durchfuh- 
rung der erfindungsgemafien Verfahren enthalten. Erfindungsgemafi konnen diese Mittel in un- 
terschiedlichster Zusammensetzung in den Kits vorhanden sein. Ein Kit enthalt vorzugsweise 
Reagenzien wie beispielsweise eine Reverse Transkriptase zur Herstellung einer cDNA, DNA- 
Polymerase fiir die Amplifikationsreaktion, spezifische Primer fur die Amplifikationsreaktion 
und gegebenenfalls auch spezifische Hybridisationssonden zur Detektion des Amplifika- 
tionsproduktes. Alternativ konnen Polymerasen fur eine Einschritt-RT-PCR Reaktion im Kit 
enthalten sein. Ebenfalls kann ein erfindungsgemafier Kit Beipackzettel oder Disketten mit Da- 
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teien mit fur definierte Amplifikationsbedingungen im voraus bestimmten Amplifikationseffi- 
zenzen enthalten. Bestandteil der Erfindung ist schliefilich auch ein Kit, welcher zusatzlich noch 
Reagenzien zur Synthese und Markierung von Oligonukleotiden wie Fluoreszenz-NHS-Ester 
oder Fluoreszenzmarkierte CPGs enthalt. Daruber hinaus enthalt ein erfindungsgemafier Kit 
gegebenenfalls auch eine DNA, die als interner oder externer Standard eingesetzt werden kann, 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung weiter: 



Beispiel 1: Amplifikation von Cytokeratin 20 (CK20) und Porphobilinogen (PBGD) cDNA's. 

RNA aus der Zelllinie HT-29 (ATCC) wurde mit Hilfe eines HighPure-RNA-Restriction-Kits 
(Roche Diagnostics GmbH) isoliert. Nach Semi-quantitativer Spektophotometischer Bestim- 
mung wurde die Konzentration RNA auf 100 ng/|il in RNA-freiem Wasser eingestellt. Daraus 
wurden drei serielle Einfachverdiinnungen mit RNA Konzentrationen von 10 ng, 1 ng und 100 
pg/|il hergestellt. 

Aus diesen Verdiinnungen wurde Gesamt-cDNA durch Reverse Transkription unter folgenden 
Bedingungen hergestellt: 



1 x AMV Reverse Transcription Puffer 

je 1 mM Deoxynucleosid-Triphosphate 

0,0625 mM randomisierte Hexamere 

10 u AMV Reverse Transcriptase 

10 \i\ RNA 

Ad 20 \x\ Wasser 



Fur die cDNA-Synthese wurden samtliche Ansatze fur 10 Minuten bei 25°C, 30 Minuten bei 
42°C und 5 Minuten bei 95°C inkubiert. Anschliefiend wurde auf 4°C abgekuhlt. Als Kalibrator 
wurde eine Probe enthaltend 10 ng/^d HT29 RNA verwendet. 



AnschlieSend erfolgte die Amplifikationsreaktion und deren Echtzeitmessung im FRET- 
Hybprobe Format auf einem LightCycler Instrument (Roche Diagnostics GmbH). Dabei wurde 
jeder Ansatz unter folgenden Bedingungen amplifiziert: 
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1 x Fast Start DNA Hybridisation Probes Puffer 

1 x Detection Mix 

2 \xl cDNA 
Ad 20 |il Wasser 

Der 1 x Detection Mix bestand aus je 0,5 |imM Forward and Reverse Primern, je 0,2 |amM 
Fluorescein and LC-Red 640 markierten Hybridisationssonden 4 mM Magnesiumchlorid und 
0,005 % Brj-35. 

Fur die Amplifikation einer CK20 Sequenz wurden Primer mit SEQ:ID:No: 1 and SEQ:ID:No: 2 
verwendet. Zur Detektion des CK20 Produktes wurden eine Fluorescein Probe der SEQ:ID:No: 3 
und eine LC-Red 640 Hybridisationsprobe der SEQ:ID:No: 4 verwendet. Zur Detektion der 
PBGD Sequenz wurden Primer der SEQ:ID:No: 5 und 6 verwendet. Fur die Detektion von PBGD 
wurden eine Fluorescein markierte Hybridisationprobe der SEQ:ID:No: 7, sowie eine LC-Red 
640 markierte Hybridisationsprobe gemafi SEQ:ID:No: 8 eingesetzt. 

Zur Amplifikation wurden die Ansatze im Gegenwert von 5mM Magnesiumchlorid zunachst fur 
10 Minuten bei 95°C inkubiert. Die eigentliche Amplifikationsreaktion wurde fur 50 Zyklen nach 
folgendem Schema durchgefuhrt: 

10 Sek. 95°C 
10 Sek. 60°C 
5 Sek. 72°C 

Nach jeder Inkubation bei 60°C erfolgte eine Fluorescenzmessung entsprechend den Angaben 
des Herstellers. Der Signalschwellenwert (Cp-Wert) wurde als Maximum der 2. Ableitung der 
Amplifikationsreaktion in Abhangigkeit von der Zykluszahl bestimmt. 

Beispiel 2: Bestimmung der Effizienz der Amplifikation von CK20 und PBGD 

Zur Bestimmung der Effizienz wurde eine Funktion erstellt, in der die fur die jeweilige Konzen- 
tration ermittelte Zykluszahl Cp in Abhangigkeit vom dekadischen Logarithmus der eingesetzten 
RNA-Konzentration bestimmt wurde. 
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Aus der erhaltenen Funktion wurde durch Regressionsanalyse mit Hilfe der LightCycler Software 
eine lineare Funktion errechnet. Ausgehend von dieser Funktion wurde die Effizienz nach der 
Gleichung 

5 Effizienz = 10 ~ 1/a bestimmt, 

wobei a die Steigung (1. Ableitung) der ermittelten Regressionsgerade ist. 



Tabelle 2: 



Cone (ng) 


Log (ng) 


Cp-CK20 


Cp-PBGD 


0.1 


-1.0 


35.73 


38.73 


1 


0.0 


30.13 


33.59 


10 


1.0 


24.20 


28.63 










Effizienz: 




1.491 


1.578 



10 Cp: gemessene Zykluszahl 

Die fur CK20 und PBGD erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 2 dargestellt. Das Ergebnis zeigt, 
dass einerseits die Effizienzen deutlich verschieden von 2,00 sind, also nicht bei jedem PCR- 
Zyklus eine Verdoppelung der Target-Nukleinsaure erfolgt. Andererseits zeigt das Ergebnis, dass 
15 die Effizienzen der Amplification von CK20 und PBGD selbst unter ansonsten identischen Be- 
dingungen deutlich von einander verschieden sind. 

Beispiel 3: Bestimmung des urspriinglichen Verhaltnisses von Target- und Refer enznukleinsau- 
re mit und ohne Korrektur der Amplifikationseffizienz 

Unter den in Beispiel 1 geschilderten Bedingungen sollte das bestimmte Verhaltnis von ur- 
spriinglicher Menge an CK20 und PBGD unabhangig von der jeweils amplifizierten Konzentra- 
tion des verwendeten Probenmaterials sein. Daher wurde die Bestimmung des Verhaltnisses fur 
verschiedene Konzentrationen an eingesetzter Proben RNA dazu benutzt, die Auswirkung einer 
25 Effizienzkorrektur auf Grundlage der erhaltenen Messewerte zu uberprufen. Dabei wurde das 
Verhaltnis von CK20 zu PBGD erfindungsgemafi nach Gleichung (5) ermittelt. Das Verhaltnis 
wurde zum einen mit Hilfe der aus Beispiel 2 ermittelten Effizienzen und zum anderen mit einer 
sowohl fur CK20, als auch fur PGD angenommenen Amplifikationseffizienz von 2,00 bestimmt. 
Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 dargestellt: 
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TabeUe 3: 



HT29 


CP 


Cp 


N(TV N(R) 0 


N(T)o/N(R) 0 


(ng) 


CK20 


PBGD 


Effizienz=2 


Effizienz korrigiert 


O.lng 


35.73 


38.73 


8.00 


29.68 


lng 


30.13 


33.59 


11.00 


26.66 


lOng 


24.20 


28.63 


21.56 


29.66 












M: 


13.52 


28.66 


SD: 


7.12 


1.74 


%CV: 


52.7% 


6.1% 



Cp= gemessene Zykluszahl 
M= Mittelwert 
SD= Standardreichung 
%CV- Variationskoeffizient 



Wie aus der Tabelle ersichtlich, zeigen die fur unterschiedliche Mengen an Proben RNA berech- 
neten Effizienz-korrigierten Werte des Verhaltnisses N(T) 0 / N(R) 0 eine signifikant geringere Standar- 
dabweichung als die unkorrigierten Werte und einen Variationskoeffitienten von 6,1 % im Vergleich 
zu 52,7 %. 

Beispiel 4: Effizienzkorrektur bei Verwendung eines Kalibrators 

Analog zu Beispiel 1 und 2 wurden Amplifikationsreaktionen in Gegenwart von 10 mM Magne- 
siumchlorid durchgefuhrt. Dabei wurden fur CK20 eine Effizienz von 1,491 und fur PBGD eine 
Effizienz von 1,578 ermittelt. Zusatzlich wurden die Cp- Werte einer Kalibratorprobe mit unbe- 
kannter Menge an HT-29 RNA bei 5 mM bzw. 10 mM Magnesiumchlorid ermittelt. Ausgehend 
von den gemessenen Daten wurde der Quotient der Verhaltnisse von CK20 zu PBGD zwischen 
der jeweiligen analysierten Probe und dem entsprechenden Kalibrator erfindungsgemafi nach 
der Gleichung (7) bestimmt. Diese Bestimmung erfolgte einerseits mit angenommener Effizienz 
fur Amplifikation von CK20 und PBGD von 2 sowie andererseits mit Hilfe der experimentell 
erstellten Amplifikationseffzienzen. Das Ergebnis ist in Tabelle 4 dargestellt. 
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Tabelle 4: 



MgCI2 


HT29 
(ng) 


Cp 
CK20 


Cp 
PBGD 


T:R/C 
Effizi- 
enz 


T:R/C 
Effizienz korrigiert 


5mM 


O.lng 


36.59 


39.09 


0.76 


0.92 


5mM 


lng 


30.60 


32.60 


0.54 


0.72 


5mM 


lOng 


25.19 


27.95 


A Ol 

0.91 


n oc 
U.yj 


Kalibrator 


Cal. 


24.78 


27.67 


1.00 


1.00 


lOmM 


O.lng 


35.73 


38.73 


0.39 


1.04 


lOmM 


lng 


30.13 


33.59 


0.53 


0.93 


lOmM 


lOng 


24.20 


28.63 


1.04 


1.04 


Kalibrator 


Cal. 


24.01 


28.38 


1.00 


1.00 


M: 


0.70 


0.93 


SD: 


0.26 


0.10 


%CV: 


36.7% 


11.1% 



T:R/C - N < T )oa /n(T)qk 
N(R) 0A / N(R) 0K 



Cp = gemessene ZyKiuszam 

M = Mittelwert 

SD = Standardreichung 

%CV = Variationskoeffizient 



Wie aus Tabelle 4 ersichtlich, besitzen die Effizienz korrigierten Werte eine geringere Standar- 
dabweichung (0,10) sowie einen dreifach geringeren Variationskoeffizienten als die T:R/C- Werte 
bei einer angenommenen PCR- Effizienz von 2,00. Dieses Ergebnis zeigt, dass eine erfindungs- 
gemafie Effizienzkorrektur auch bei Quantifizierungen von Vorteil ist, in denen bereits eine 
Normalisierung mit Hilfe von Kalibratoren durchgefuhrt wird. 



Beispiel 5: Absolute Quantifizierung von Plasmid-DNA 

Zu diesem Zweck wurde eine dekadische Verdunnungsreihe eines Plasmids enthaltend das PSA- 
Gen von 10 9 bis 10 2 Kopien erstellt. Gleichzeitig wurde eine zweite dekadische Verdunnungsreihe 
mit einem Plasmid enthaltend das Gen fur TNF (Tumor Necrosis Faktor) mit unbekannten Ko- 
pienzahlen an Plasmid-DNA erstellt. Dann wurden die PSA-Ansatze mithilfe von Primern ge- 
maS SEQ ID NO: 9 und 10 sowie die TNF-Ansatze mithilfe der Primer SEQ ID NO: 11 und 12 
auf dem LightCycler (Roche Diagnostics) unter Standardbedingungen amplifiziert (Roche Dia- 
gnosticsLightCycler SybrGreen Mastermix, 5 mM Endkonzentration MgCl 2 , 0,5(iM Endkonzen- 
tration je Primer). Die Amplifikationsmessung in Echtzeit erfolgte mithilfe des DNA- 
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Bindefarbstoffs SybrGreenI (Molecular Probes) unter Standardbedingungen, wobei die Aus- 
wertung gemafi den Angaben des Herstellers im „Second Derivative" Modus durchgefuhrt wur- 
de. 

Auf Grundlage der erhaltenen Daten wurde die urspriingliche Kopienzahl des TNF-Plasmids auf 
zwei verschiedene Arten bestimmt. 

Einerseits wurde eine Eichgerade auf Grundlage der PSA Amplifikation unter der Annahme glei- 
cher Amplifikationseffizienz von PSA und TNF erstellt. 

Andererseits wurde die urspriingliche Kopienzahl erfindungsgemafi nach Formel (8) bestimmt. 
Analog zu Beispiel 2 wurde Amplifikationseffizienz fur PSA und TNF durch Ermittlung einer 
1 Regressionsgerade nach der Formel 

E = 10 " 1/a bestimmt, 

wobei a die Steigung (1. Ableitung) der ermittelten Regressionsgerade ist. Dabei wurde fur PSA 
eine Amplifikationseffizienz von 2,03 und fur TNF eine Amplifikationseffizienz von 2,13 ermit- 
telt. 

Die Ergebnisse der beiden verschiedenen Quantifizierungsverfahren sind in Tabelle 5 dargestellt. 
Als Mafi fur die Genauigkeit der Bestimmung wurde ein sogenannter Verdiinnungscheck durch- 
gefuhrt. Dabei errechnen sich die als Verdiinnungscheck bezeichneten Werte aus dem Quotien- 
ten der fur die jeweilige Verdiinnung ermittelten Kopienzahlen von zwei sich jeweils um eine 
Zehnerpotenz voneinder unterscheidenden Verdiinnungsansatzen. Somit ware idealerweise ein 
Wert jeweils 10,00 zu erwarten. 
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Tabelle 5 



Verdun- 
nung 


Nicht Effizienz korrigiert 


Effizienz korrigiert 




Bestimmte 
Kopienzahl je 
verdunnung 


Verdiinnungs- 
check 


Bestimmte 
Kopienzahl je 
Verdunnung 


Verdiinnungs- 
check 


1 


30826128 


10,10 


27728632 


12,12 


10 


3053000 


13,82 


2287050 


A A 0.0 

14,98 


10 


220900 


7,19 


152643 


7,94 


1U 


30710 


11,61 


19227 


13,89 


10 ^ 


2646 


8,55 


1384 


9,52 


io 


309,5 


7,61 


145.4 


8,76 


10"^ 


40,66 


3,86 


16.6 


3,84 


10 " y 


10,54 




4.3 




Mittelwert: 




8,96 




10,16 



Wie das Ergebnis des Verdiinnungschecks aus Tabelle 5 zeigt, ergibt als Mittelwert fur Effizienz- 
korrigierte Daten ein Wert von 10,16, wohingegen sich als Mittelwert von nicht Effizienz- 
korrigierten Daten ein Wert von 8,96 ergibt, wekher significant weiter entfernt vom Idealwert 
10,00 ist. Daraus folgt, dafi eine Effizienzkorrektur auch fur Ausfuhrungsformen von Vorteil ist, 
bei denen es sich um eine absolute Quantifizierung von Nukleinsauren mithilfe von PCR han- 
delt. 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> Roche Diagnostics GmbH 

<120> Verfahren zur Ef f izienz-korrigierten 
Quant if izierung 

<130> 539400DE 

<140> 
<141> 

<160> 12 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Homo sapiens 
<400> 1 

atcaagcagt ggtacgaaac 



<210> 2 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 

aggacacacc gagcattt 



<210> 3 

<211> 25 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 3 

attacagaca aattgaagag ctgcg 



<210> 4 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> Homo sapiens 
<400> 4 

agtcagatta aggatgctca actgc 



<210> 5 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 5 

gcggagccat gtctggtaa 



<211> 20 
<212> DNA 

<213> Homo sapiens 
<400> 6 

ccagggtacg aggctttcaa 



<210> 7 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Homo sapiens 
<400> 7 

gagagtgatt cgcgtgggta cccg 



<210> 8 

<211> 25 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 8 

agagccagct tgctcgcata cagac 



<210> 9 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> Homo sapiens 
<400> 9 

gaggagttct tgaccccaaa ga 



<210> 10 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Homo sapiens 
<400> 10 

tccagcgtcc agcacaca 



<210> 11 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Homo sapiens 
<400> 11 

cctgccccaa tccctttatt 



<210> 12 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Homo sapiens 
<400> 12 

ggtttcgaag tggtggtctt g 
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Anspriiche 

1. Verfahren zur Quantifizierung einer Target-Nukleinsaure in einer Probe, umfassend die 
folgenden Schritte: 

a) Bestimmung der Amplifikationseffizienz der Target-Nukleinsaure unter defi- 
nierten Amplifikationsbedingungen 

b) Amplifikation der in der Probe enthaltenen Target-Nukleinsaure unter den glei- 
chen definierten Reaktionsbedingungen 

c) Messung der Amplifikation in Echtzeit 

d) Quantifizierung der ursprunglichen Menge der Target-Nukleinsaure in der Probe 
durch Korrektur der aus Schritt c) abgeleiteten ursprunglichen Menge mit Hilfe 
der bestimmten Amplifikationseffizienz 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Effizienz der Amplifikati- 
on dadurch bestimmt wird, dass 

a) eine Verdiinnungsreihe der Target-Nukleinsaure hergestellt wird 

b) eine Amplifikation der Target-Nukleinsaure unter definierten Reaktionsbedin- 
gungen gemafi Anspruch 1 durchgefiihrt wird, wobei die Amplifikation der Nu- 
kleinsaure in Echtzeit gemessen wird 

c) ein definierter Signalschwellenwert festgesetzt wird 

d) fur jede Verdiinnung die Zykluszahl bestimmt wird, bei der der Signalschwellen- 
wert uberschritten wird, 

e) eine logarithmisch lineare Funktion der fur die Amplifikation eingesetzten Ko- 
pienzahl an Target Nukleinsaure in Abhangigkeit von der Zykluszahl, bei der Si- 
gnalschwellenwert uberschritten wird, erstellt wird, und 

f) die Amplifikationseffizienz E berechnet wird nach 

E = G ~ a 

wobei a ermittelt wird als erste Ableitung der in Schritt e) ermittelteten Funktion 
und G die Grundzahl des Logarithmus ist. 
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Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Effizienz der Amplificati- 
on dadurch bestimmt wird, dass 

a) eine Verdunnungsreihe der Target-Nukleinsaure hergestellt wird 

b) eine Amplifikation der Target-Nukleinsaure unter definierten Reaktionsbedin- 
gungen gemafi Anspruch 1 durchgeftihrt wird, wobei die Amplifikation der Nu- 
kleinsaure in Echtzeit gemessen wird 

c) ein definierter Signalschwellenwert festgesetzt wird 

d) fur jede Verdunnung die Zykluszahl bestimmt wird, bei der der Signalschwellen- 
wert iiberschritten wird, 

e) eine lineare Funktion der in Schritt d) ermittelten Zykluszahl in Abhangigkeit von 
einem Logarithmus der fur die Amplifikation eingesetzten Kopienzahl an Target 
Nukleinsaure, erstellt wird, und 

f) die Amplifikationseffizienz E berechnet wird nach 

E = G" I/a 

wobei a ermittelt wird als erste Ableitung der in Schritt e) ermittelten Funktion ist 
und G die Grundzahl des Logarithmus ist 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Effizienz der Amplifikati- 
on dadurch bestimmt wird, dass 

a) eine Verdunnungsreihe der Target-Nukleinsaure hergestellt wird 

b) eine Amplifikation der Target-Nukleinsaure unter definierten Reaktionsbedin- 
gungen gemafi Anspruch 1 durchgeftihrt wird, wobei die Amplifikation der Nu- 
kleinsaure in Echtzeit gemessen wird 

c) ein definierter Signalschwellenwert festgesetzt wird 

d) fur jede Verdunnung die Zykluszahl bestimmt wird, bei der der Signalschwellen- 
wert iiberschritten wird, 

e) die Amplifikationseffizienz in Abhangigkeit von der Menge an Target- 
Nukleinsaure bestimmt wird. 
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Verfahren zur Quantifizierung einer Target-Nukleinsaure in einer Probe relativ zu einer 
Referenz-Nukleinsaure, umfassend die folgenden Schritte: 

a) Bestimmung der Amplifikationseffizienzen der Target-Nukleinsaure und der Re- 
ferenz-Nukleinsaure unter definierten Amplifikationsbedingungen 

b) Amplifikation sowohl der in der Probe enthaltenen Target-Nukleinsaure als auch 
der in der Probe enthaltenen Referenz-Nukleinsaure unter den gleichen definier- 
ten Amplifikationsbedingungen 

c) Messung der Amplifikation der Target-Nukleinsaure und der Referenz- 
Nukleinsaure in Echtzeit 

d) Berechnung des ursprunglichen Verhaltnisses von Target-Nukleinsaure und Re- 
ferenz-Nukleinsaure in der Probe durch Korrektur des aus Schritt c) abgeleiteten 
Verhaltnisses mit Hilfe der in Schritt a) bestimmten Amplifikationseffizienzen 

Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
zusatzlich die Schritte b) - d) mit einer Kalibrator-Probe durchgefuhrt 
werden, und dass anschliefiend das Verhaltnis der fur die Probe und fur die Kalibrator 
-Probe ermittelten Quotienten als Mafi fur die ursprungliche Menge an Target- 
Nukleinsaure in der Probe bestimmt wird 

Verfahren zur Quantifizierung einer Target-Nukleinsaure in einer Probe relativ zu einer 
Referenz-Nukleinsaure, umfassend die folgenden Schritte: 

a) Bestimmung der Amplifikationseffizienzen der Target-Nukleinsaure und der 
Referenz-Nukleinsaure unter definierten Amplifikationsbedingungen 

b) Amplifikation sowohl der in der Probe enthaltenen Target-Nukleinsaure als auch 
der in der Probe enthaltenen Referenz-Nukleinsaure unter den gleichen definier- 
ten Amplifikationsbedingungen 

c) Messung der Amplifikation der Target-Nukleinsaure und der Referenz- 
Nukleinsaure in Echtzeit 

d) Festlegung eines definierten Signalschwellenwerts 

e) Bestimmung der Zykluszahlen bei der Amplifikation von Target-Nukleinsaure 
und Referenz-Nukleinsaure, bei denen der Signalschwellenwert jeweils iiber- 
schritten wird 
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f) Berechnung des ursprunglichen Verhaltnisses von Target-Nukleinsaure und Re- 
ferenz-Nukleinsaure in der Probe gemafi der Formel 

N(T) 0 / N(R ) 0 = E(R ) n(R) / E(T) n(T) , wobei 

N(T) 0 = die ursprunglich in der Probe vorhandene Menge an Target-DNA 

N(R ) 0 = die ursprunglich in der Probe vorhandene Menge an Referenz-DNA 

E(R ) = die Amplifikationseffizienz der Referenz-Nukleinsaure 

n (R ) = die in Schritt e) gemessene Zykluszahl der Referenz-Nukleinsaure 

E(T) = die Amplifikationseffizienz der Target-Nukleinsaure 

n (T) = die in Schritt e) gemessene Zykluszahl der Target-Nukleinsaure ist 

Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass 

zusatzlich die Schritte b), c) e) und f) mit einer Kalibrator-Probe durchgefuhrt 

werden, und dass 

anschliefiend das Verhaltnis der fur die Probe und fur die Kalibrator-Probe ermittelten 
Quotienten als Mafi fur die ursprtingliche Menge an Target-Nukleinsaure in der Probe 
bestimmt wird 

Verfahren nach Anspruch 5-8, dadurch gekennzeichnet, dass 

sowohl die Bestimmung der Amplifikationseffizienz der Target-Nukleinsaure als auch 
die Bestimmung der Amplifikationseffizienz der Referenz-Nukleinsaure nach einem 
Verfahren gemafi Anspruch 2-4 erfolgt 

Verfahren nach Anspruch 5-9, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Echtzeit Messung der Amplifikation von Target-Nukleinsaure und Referenz- 
Nukleinsaure aus einer Probe in getrennten Reaktionsgefafien erfolgt 

Verfahren nach Anspruch 5-9, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Echtzeit Messung der Amplifikation von Target-Nukleinsaure und Referenz- 
Nukleinsaure aus einer Probe im gleichen Reaktionsgefafi mit unterschiedlich markierten 
Hybridisationssonden erfolgt 
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Verfahren zur Quantifizierung einer Target-Nukleinsaure in einer Probe, umfassend 
die folgenden Schritte: 

a) Bestimmung der Amplifikationseffizienzen der Target-Nukleinsaure sowie eines 
internen oder externen Standards unter definierten Amplifikationsbedingungen 

b) Amplifikation der in der Probe enthaltenen Target-Nukleinsaure sowie des inter- 
nen oder externen Standards unter den gleichen definierten Reaktionsbedingun- 
gen 

c) Messung der Amplifikation von Target-Nukleinsaure und Standard in Echtzeit 

d) Berechnung der ursprunglichen Kopienzahl in der Probe durch Korrektur der aus 
Schritt c) abgeleiteten Kopienzahl mit Hilfe der in Schritt a) bestimmten Amplifi- 
kationseffizienzen 

Verfahren zur Quantifizierung einer Target-Nukleinsaure in einer Probe, umfassend 
die folgenden Schritte: 

a) Bestimmung der Amplifikationseffizienzen der Target-Nukleinsaure sowie eines 
internen oder externen Standards unter definierten Amplifikationsbedingungen 

b) Amplifikation der in der Probe enthaltenen Target-Nukleinsaure sowie des inter- 
nen oder externen Standards unter den gleichen definierten Reaktionsbedingun- 
gen 

c) Messung der Amplifikation von Target-Nukleinsaure und Standard in Echtzeit 

d) Festlegung eines definierten Signalschwellenwerts 

e) Bestimmung der Zykluszahlen bei der Amplifikation von Target-Nukleinsaure 
und Standard, bei denen der Signalschwellenwert jeweils uberschritten wird 

f) Bestimmung der ursprungliche Kopienzahl N(T) 0 der Target-Nukleinsaure in der 
Probe nach der Formel 

N(T) 0 = N(S) 0 *E(S) n(S) /E(T) n(T) , wobei 

N(S) 0 = die ursprungliche an Menge eingesetztem Standard 

E(S) = die Amplifikationseffizienz des Standards 

n(S) = die in Schritt e) gemessene Zykluszahl des Standards 

E(T) = die Amplifikationseffizienz des Standards 

n(T) = die in Schritt e) gemessene Zykluszahl der Target-Nukleinsaure ist 
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Verfahren nach Anspruch 12-13, dadurch gekennzeichnet, dass die Bestimmung der Am- 
plifikationseffizienzen gemafi Anspruch 2-4 erfolgt 

Verfahren nach Anspruch 12-14 mit einem internen Standard, wobei die Echtzeit Mes- 
sung der Amplifikation von Target-Nukleinsaure und internem Standard mit 
unterschiedlich markierten Hybridisationssonden erfolgt 

Verfahren nach Anspruch 1-15, dadurch gekennzeichnet, dass 

die Detektion der amplifizierten Nukleinsauren mit Hilfe von mindestens einer Fluores- 
zenz- markierten Hybridisisationssonde erfolgt 

Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass 

die Detektion der amplifizierten Nukleinsauren mit Hilfe von FRET- 

Hybridisationsproben, Molecular Beacons oder TaqMan Sonden erfolgt 

Verfahren nach Anspruch 1-10 oder 12-14, dadurch gekennzeichnet, dass 

die Detektion der amplifizierten Nukleinsauren mit Hilfe eines DNA- bindenden Farb- 

stoffs, vorzugsweise mit SybrGreen I erfolgt 

Kit enthaltend Mittel zur Durchfuhrung eines Verfahrens gemafi den Anspruchen 1-18 



Zusammenfassung 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Quantifizierung einer Target- 
Nukleinsaure in einer Probe, umfassend die folgenden Schritte: (i) Bestimmung der Amplifika- 
tionseffizienz der Target-Nukleinsaure unter definierten Amplifikationsbedingungen (ii) Am- 
plification der in der Probe enthaltenen Target-Nukleinsaure unter den gleichen definierten 
Reaktionsbedingungen (iii) Messung der Amplifikation in Echtzeit, (iv)Quantifizierung der ur- 
spriinglichen Menge der Target-Nukleinsaure in der Probe durch Korrektur der aus Schritt (iii) 
abgeleiteten urspriinglichen Menge mit Hilfe der bestimmten Amplifikationseffizienz. Die erfin- 
dungsgemafie Effizienzkorrektur von PCR Reaktionen zur Quantifizierung von Nukleinsauren 
kann sowohl zur absoluten Quantifizierung mit Hilfe von externen oder internen Standards als 
auch zur relativen Quantifizierung im Vergleich zur Expression von Housekeeping Genen ein- 
gesetzt werden. 
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